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Določanje izražanja mRNA alfa-7 nikotinskih receptorjev v krvi pri človeku 
Povzetek 
Za uspešno uravnavanje vnetnih reakcij pri poškodbah ali infekcijah je pravilno delovanje 
vnetnih in protivnetnih mehanizmov imunskega sistema ključnega pomena. Vnetje je pri 
zdravem človeku uravnavano s pravilnim razmerjem v količini vnetnih in protivnetnih 
mediatorjev, saj tako ne pride do prekomernega sistemskega vnetja ali sepse. Izločanje 
vnetnih in protivnetnih molekul nadzorujeta humoralni sistem (kortizol) preko hipotalamo-
hipofizo-suprarenalne osi  in živčni sistem preko živca vagusa. V zadnjih dvajsetih letih so 
znanstveniki iz različnih laboratorijev po svetu poročali o najrazličnejših odkritjih, ki so 
privedle do razumevanja mehanizma in pomena novo odkritega holinergičnega protivnetnega 
odziva, ki ga nadzira živec vagus. Holinergični protivnetni odziv temelji na aktivaciji živca 
vagusa ter prenosu signala na vranični živec, pri čemer se iz perifernih živčnih končičev 
slednjega v vranici sprošča noradrenalin, ta pa stimulira podvrsto limfocitov T, da v vranici 
začnejo sintetizirati in izločati acetilholin. Acetilholin se veže na α7 nikotinske receptorje na 
makrofagih in preko različnih mehanizmov preprečuje izločanje vnetnih citokinov. Določanje 
izražanja mRNA alfa-7 nikotinskih receptorjev v periferni krvi bi bila lahko dokaj enostavna 
metoda, s katero bi pri človeku lahko določali aktivnost holinergične protivnetne poti v 
različnih bolezenskih stanjih. V metodologiji smo predlagali protokol dela za vzpostavitev 
rutinskega merjenja izražanja mRNA α7 nikotinskih receptorjev, ki zajema izolacijo PBMC iz 
človeške krvi, izolacijo RNA in dvostopenjski RT-PCR. To bi lahko postalo uporabno 
metodološko orodje za klinične raziskave, s časom pa potencialno tudi kot rutinski 
diagnostični biomarker stanja holinergičnega protivnetnega odziva. Ugotovitve glede 
postopkov izolacije PBMC in RT-PCR smo primerjali z metodologijo izolacije, ki so jo 
opisali v raziskavah, kjer so raven izražanja mRNA nikotinskih acetilholinskih receptorjev v 
celicah iz periferne krvi pri bolnikih že določali. Nova in do sedaj redko uporabljena je 
metoda imunomagnetne negativne selekcije z EasySep, ki temelji na označevanju krvnih celic 
z monoklonskimi protitelesi in njihovo izolacijo s pomočjo magnetnih delcev. Ta metoda se 
zdi še posebej uporabna, saj hitro in v zadostni količini omogoča izolacijo specifičnih podvrst 
limfocitov kot tudi monocitov. S predlagano metodologijo qPCR želimo ugotavljati razlike v 
izražanju gena za α7 nikotinski receptor pri bolnikih z različnimi oblikami in jakostjo vnetja v 
primerjavi z zdravimi. 
 
Ključne besede: holinergični protivnetni odziv, alfa-7 nikotinski receptor, PBMC 
 
  
  
 
  
  
 
Determination of alpha-7 nicotinic receptor mRNA expression in human blood 
Abstract 
Normal activity of inflammatory and anti-inflammatory mechanism of immune system is 
crucial for successful regulation of inflammation caused by infections and injuries. 
Inflammation is normally regulated by the right proportion of inflammatory and anti-
inflammatory cytokines, so excessive systemic inflammation and sepsis are excluded. 
Secretion of inflammatory and anti-inflammatory cytokines is regulated by humoral system 
(cortisol) through hypothalamic-pituitary-adrenal axis and nervous system through vagus 
nerve. In the last 20 years it has been reported about many different discoveries by 
laboratories around the world, which lead to understanding of the mechanism and meaning of 
the newly discovered cholinergic anti-inflammatory pathway, which is supervised by vagus 
nerve. Cholinergic anti-inflammatory pathway is based on activation of vagus nerve which 
transducts the signal to splenic nerve, which secretes noradrenaline, the activator of specific 
subset of T lymphocytes in spleen. T lymphocytes then start secreting acetylcholine, which 
binds to α7 nicotinic receptors on macrophages and prevents the secretion of inflammatory 
cytokines through different molecular mechanisms. Determination of alpha-7 nicotinic 
receptor mRNA expression in human peripheral blood could present a simple method to 
determine the activity of human cholinergic anti-inflammatory response during different 
diseases. We have suggested methodological protocol to establish routine measurement of 
alpha-7 nicotinic receptor mRNA expression, which includes isolation of PBMC from human 
peripheral blood, isolation of whole RNA and two-level RT-PCR. This could become a useful 
methodological tool for clinical researches and in time also a routine diagnostic biomarker for 
determining the condition of cholinergic anti-inflammatory response. Findings about 
protocols for isolation of PBMC and RT-PCR were compared to the methodology of isolation 
of PMBC, which was used for routine measurement of alpha-7 nicotinic receptor mRNA 
expression in peripheral blood of different patients, described in different researches. Newly 
discovered and rarely used method for isolation of specific cells of PBMC is 
immunomagnetic negative selection with EasySep, which is based on labelling blood cells 
with monoclonal antibodies and suspension of magnetic particles. This method seems to be 
very useful, because it sufficiently and quickly enables isolating of specific subsets of 
lymphocytes and monocytes. With the suggested method and qPCR the differences between 
alpha-7 nicotinic receptor mRNA expression in patients with different forms and intensities of 
inflammation and healthy people would like to be found. 
 
Keywords: cholinergic anti-inflammatory pathway, alpha-7 nicotinic receptor, PBMC 
  
 
  
  
 
Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
AChE   acetilholinesteraza 
ACTH   adenokortikotropni hormon 
AD   Alzheimerjeva bolezen 
CarAT   karnitin acetiltransferaza 
cDNA   komplementarna deoksiribonukleinska kislina 
ChAT   holin acetiltransferaza 
CRF   kortikoliberin 
DMSO  dimetilsulfoksid 
DNA   deoksiribonukleinska kislina 
DNaza   deoksiribonukleaza 
dNTP   deoksirbonukleotid trifosfat 
EDTA   etilendiamin tetraocetna kislina 
eGFP   izboljšani zeleni fluorescenčni protein 
FRET   Försterjev resonančni prenos energije 
IKK   inhibitorna κB kinaza 
IL   interlevkin 
JAK2   Janusova kinaza 2 
LPS   lipopolisaharid 
mAChR  muskarinski acetilholinski receptor 
M-CSF  makrofagne kolonije stimulirajoči faktor 
MS   multipla skleroza 
MyD88  diferenciacijski mieloidni protein 88 
nAChR   nikotinski acetilholinski receptor 
NK   naravne celice ubijalke 
HHS os  hipotalamo-hipofizo-suprarenalna os 
PBMC   mononuklearne celice iz periferne krvi 
PBS   fosfatni pufer z NaCl 
PCR   verižna reakcija s polimerazo 
qPCR    kvantitativna verižna reakcija s polimerazo 
RNA   ribonukleinska kislina 
RR–MS  recidivna-remitentna multipla skleroza 
RT–PCR   reverzna transkripcija RNA in kvantitativna verižna reakcija s 
polimerazo 
STAT3  signalni prenašalec in aktivator transkripcije 
TNF   dejavnik tumorske nekroze 
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1 UVOD 
Človekovo zdravje je tekom življenja velikokrat ogroženo zaradi škodljivih dejavnikov, ki 
napadajo človeško telo, zato je pravilno in učinkovito delovanje obrambnega imunskega 
sistema ključno. Temeljna zaščita pred vdorom škodljivcev je fizična pregrada, ki jo tvori 
koža, ter kemična pregrada, ki jo tvorita nizek pH v želodcu in sluz v pljučih. Če škodljivi 
organizmi preidejo osnovno zaščitno oviro, se aktivirajo mehanizmi naravne imunosti. 
Naravna ali prirojena imunost je nespecifična glede na odziv, saj se na različne škodljive 
dejavnike odzove po enakem mehanizmu. Vanjo spadajo fagocitne celice (nevtrofilci in 
makrofagi), naravne celice ubijalke (NK), sistem komplementa ter vnetni mediatorji. Pri 
obrambi sodelujejo tudi celice adaptivne ali pridobljene imunosti, ki se aktivirajo kasneje kot 
celice naravne imunosti, vendar je odziv bolj specifičen. Med celice adaptivne imunosti 
štejemo limfocite B in limfocite T [1].  
Ob vsakem imunskem odzivu je v začetni stopnji prisotno vnetje. Vnetje je lokalni obrambni 
odziv organizma na dražeč patogen dejavnik ali poškodbo, ki se kaže v obliki rdečice, toplote, 
otekline in bolečine. Med vnetjem se sproščajo različni vnetni mediatorji, med katere spadajo 
vnetni citokini, kot sta npr. dejavnik tumorske nekroze (TNF) in interlevkin (IL)-1, adhezijske 
molekule, sistem komplementa, vazoaktivni mediatorji (eikozanoidi, nevropeptidi, NO) in 
kisikove reaktivne spojine [2]. Da ne pride do preobširnega (sistemskega) vnetja, je lokalni 
vnetni odziv običajno uravnavan s protivnetnimi mediatorji, kot so IL-10, IL-4 in TGF-β [2]. 
Organizem mora delovati usklajeno, zato so vsi procesi v njem strogo regulirani. Vsako 
odstopanje od homeostaze privede do patoloških stanj organizma, zato je tudi uravnavanje 
vnetnih in protivnetnih mehanizmov ključnega pomena pri vzdrževanju fiziološkega stanja 
organizma. Pomanjkanje ali pretirano zatiranje vnetnih mehanizmov lahko privede do 
imunske pomanjkljivosti, kar lahko olajša razvoj življenjsko ogrožajoče okužbe ali pa poveča 
možnost za razvoj rakave bolezni. Po drugi strani je za številna bolezenska stanja značilen 
čezmerni vnetni odziv na primer revmatoidni artritis, sistemske vnetne vezivne bolezni, 
Crohnova bolezen in ateroskleroza. Če se vnetje razširi po celotnem krvnem obtoku, lahko 
pride do sepse, sindroma sistemskega vnetja. Takšen prekomerni vnetni odziv je lahko za 
posameznika celo bolj življenjsko ogrožajoč kot pa začetno lokalno vnetje [3].  
Vnetni in protivnetni odziv sta običajno uravnovešeno regulirana, da ne pride do nadaljnjih 
zapletov v organizmu. Vnetni mediatorji so usklajeni z delovanjem protivnetnih citokinov in 
drugimi mehanizmi, ki preprečujejo širjenje vnetja. Za protivnetni odziv sta ključni primerna 
sinteza in izločanje protivnetnih citokinov, to pa regulirata humoralni protivnetni odziv in 
avtonomni živčni sistem preko holinergičnega protivnetnega odziva [3]. 
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Znanstveniki iz različnih laboratorijev po svetu so v zadnjih dvajsetih letih uspeli dokaj 
podrobno razložiti mehanizem in pomen protivnetnega holinergičnega refleksa, ki ga 
posreduje živec vagus. V nadaljevanju je razčlenjenih nekaj temeljnih poskusov, s katerimi so 
dokazali obstoj in princip protivnetnega holinergičnega odziva. Potrdili so, da električna 
stimulacija vagusa in vraničnega živca preprečuje nastajanje vnetnih citokinov v makrofagih 
vranice ter, da je za učinkovito delovanje refleksa potrebna vezava acetilholina na α7 nikotin 
acetilholinske receptorje na makrofagih. V nekaj kliničnih študijah so že pokazali korelacijo 
med izražanjem α7 nikotin acetilholinskimi receptorji na monocitih iz periferne krvi z 
intenzivnostjo vnetnega odziva pri človeku. Zato je glavni namen diplomskega dela temeljito 
pregledati literaturo za vzpostavitev metodologije za merjenje aktivnosti protivnetne 
holinergične poti pri človeku s pomočjo določanja ravni mRNA α-7 nikotinskih 
acetilholinskih receptorjev v mononuklearnih celicah iz periferne krvi (PBMC) z metodo 
qPCR v realnem času z reverzno transkripcijo (RT-PCR). To bi lahko postalo uporabno 
metodološko orodje za klinične raziskave, s časom pa potencialno tudi kot rutinski 
diagnostični biomarker stanja holinergičnega protivnetnega odziva.  
Za vzpostavitev metodologije določanja ravni mRNA α-7 nikotinskih acetilholinskih 
receptorjev v celicah iz periferne krvi je ključno raziskati možnosti izolacije specifičnih 
vnetnih celic iz človeške periferne krvi. Zato smo se namenili na podlagi pregleda literature 
poiskati najprimernejše metode za izolacijo PBMC iz človeške krvi, pri čemer primerjamo 
nekatere pozitivne oz. negativne lastnosti posameznih tehnik izolacije, ki jih ponujajo različni 
proizvajalci. Določiti je potrebno tudi ustrezen način shranjevanja izoliranih celic, primeren 
potek morebitnega odtaljevanja celic, kar bi v kasnejših fazah omogočalo tudi pripravo 
celičnih kultur. Naše ugotovitve glede postopkov izolacije bomo primerjali z metodologijo 
izolacije PBMC, ki so jo opisali v raziskavah, kjer so raven izražanja mRNA nikotinskih 
acetilholinskih receptorjev v celicah iz periferne krvi določali pri bolnikih z aktivnim vnetjem. 
Končno želimo izbrati primeren set reagentov in pripomočkov za čim boljši izkoristek 
izolacije RNA in na podlagi pregleda kliničnih študij, kjer so podobne postopke že uporabili, 
sestaviti ustrezne začetne oligonukleotide za pomnoževanje gena za α-7 nikotinski 
acetilholinski receptor s pomočjo dvostopenjske reakcije RT-PCR. 
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2 HUMORALNI PROTIVNETNI ODZIV 
Humoralni sistem je pri uravnavanju 
vnetja nekoliko počasnejši, do 
odgovora pride namreč v nekaj urah, 
učinkuje bolj sistemsko in deluje na 
podlagi koncentracijskega gradienta 
hormonov [3]. Temelji na 
hipotalamo-hipofizo-suprarenalni osi 
(os HHS) (slika 1). Ob vnetju celice 
imunskega sistema, predvsem 
monociti in makrofagi, izločajo 
vnetne citokine, kot je npr. IL-1. Ti 
potujejo po krvnem obtoku in preidejo 
krvno možgansko bariero ter vplivajo 
na dele možganov, ki aktivirajo os 
HHS. IL-1 lahko neposredno vpliva 
na hipotalamus. Paraventrikularno 
jedro hipotalamusa začne izločati kortikoliberin (CRF), ta pa vpliva na adenohipofizo, da 
začne sproščati adenokortikotropni hormon (ACTH). ACTH vpliva na nadledvično žlezo 
tako, da prične izločati glukokortikoidni hormon kortizol, ki deluje protivnetno, saj inhibira 
funkcijo transkripcijskega faktorja NF-κB, ki aktivira transkripcijo genov za vnetne citokine 
TNF, IL-1, IL-12 in INFγ. Poleg tega pa je tudi sinteza in izločane kortizola uravnavano z 
negativno povratno zvezo, saj kortizol med drugim zavre tudi izločanje CRF iz hipotalamusa 
in ACTH iz adenohipofize. Glukokortikoidi med drugim aktivirajo sintezo protivnetnih 
citokinov IL-10 in IL-4, zavrejo infiltracijo nevtrofilcev, eozinofilcev, monocitov in 
makrofagov ter zavrejo izražanje adhezijskih molekul [2]. Na os HSS lahko vplivajo tudi 
drugi vnetni citokini, kot sta npr. IL-6 in TNF-α, vendar pri aktivaciji niso tako učinkoviti [4].  
  
Slika 1: Hipotalamo-hipofizo-suprarenalna os. Vnetni citokini aktivirajo 
izločanje CRF iz hipotalamusa, ta aktivira izločanje ACTH iz 
adenohipofize, ta pa spodbudi izločanje kortizola iz nadledvične žleze. 
Kortizol inhibira delovanje hipotalamusa in hipofize preko negativne 
povratne zveze, hkrati pa deluje protivnetno, tako da omejuje izločanje 
citokinov in zavira aktivacijo imunskih celic [4]. 
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3 ŽIVČNI PROTIVNETNI ODZIV 
Živčni protivnetni odziv je v primerjavi s kortizolskim odzivom hitrejši, do odgovora pride le 
v nekaj sekundah, deluje bolj lokalno in nastopa povsem samostojno. Ta mehanizem 
imenujemo holinergični protivnetni odziv, pri čemer je ključen acetilholin, eden glavnih 
nevrotransmiterjev parasimpatičnega avtonomnega živčevja, ki prek vezave na α7 nikotinske 
receptorje preprečuje sproščanje vnetnih citokinov [3]. 
3.1.1 Inhibicija sinteze vnetnih citokinov z acetilholinom 
Znanstveniki so ugotovili, da je neposredno električno draženje enega najpomembnejših 
parasimpatičnih živcev, vagusnega živca ali nervus vagus, ki oživčuje vse pomembne 
človeške organe, povečalo izločanje acetilholina in preko posttranskripcijskih mehanizmov 
inhibiralo sintezo vnetnih citokinov TNF-α, IL-1 in IL-18 v makrofagih, ki so bili 
izpostavljeni endotoksinu – bakterijskemu lipopolisaharidu (LPS) [5].  
Najprej so znanstveniki iz perifernih krvnih celic v prisotnosti makrofagne kolonije 
stimulirajočega faktorja (M-CSF) pripravili človeško kulturo makrofagov. Kulturo so 
izpostavili LPS, nato pa dodali acetilholin in spremljali koncentracijo TNF. Ugotovili so, da je 
dodatek acetilholina znižal koncentracijo TNF v kulturi makrofagov. Periferne krvne celice na 
svoji površini izražajo nikotinske in muskarinske receptorje za acetilholin, zato so preverili, 
kateri izmed teh receptorjev deluje supresivno na sintezo TNF. Spet so kulturo makrofagov 
izpostavili LPS, nato pa dodali agonista nikotinskih in muskarinskih receptorjev ter spremljali 
koncentracijo TNF. Ugotovili so, da sta oba agonista signifikantno preprečila sintezo TNF, 
vendar muskarinski agonist ni bil tako učinkovit kot nikotinski. Ker niso uspeli ugotoviti, ali 
je inhibicija sinteze TNF posledica vezave acetilholina na nikotinske ali muskarinske 
receptorje, so kulturi makrofagov dodali antagonista nikotinskih oz. muskarinskih receptorjev. 
Muskarinski antagonist atropin ni uspel povrniti sinteze TNF, nikotinski antagonist α-
konotoksin pa je uspel popolnoma izničiti inhibitorni učinek acetilholina, saj se je po 
dodajanju α-konotoksina sinteza TNF povrnila. Znanstveniki so zato sklepali, da inhibicija 
sinteze TNF primarno deluje preko nikotinskih receptorjev za acetilholin občutljivih na α-
bungarotoksin [5]. Ugotovili so, da se sinteza mRNA za TNF po aplikaciji acetilholina ni 
zmanjšala, kar nakazuje, da acetilholin ne zavira sinteze mRNA za TNF, ampak deluje 
posttranskripcijsko [5]. Da bi preverili specifičnost delovanja acetilholina na vnetne citokine, 
so izmerili koncentracije ostalih vnetnih citokinov IL-1β, IL-18, IL-6 ter protivnetnega 
citokina IL-10. Pri vseh vnetnih citokinih so po dodatku acetilholina opazili znižanje 
koncentracije vnetnega citokina, koncentracija protivnetnega citokina IL-10 pa se ni 
spremenila kar kaže, da acetilholin ob zaviranju sinteze vnetnih citokinov ne spodbuja 
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izločanja protivnetnih citokinov. Kasneje so potrdili, da ima acetilholin posttranskripcijski 
inhibitorni učinek na vse vnetne citokine in ne samo na TNF [5]. 
V nadaljevanju so znanstveniki želeli preveriti delovanje protivnetnega holinergičnega 
mehanizma tudi na živalskih modelih. Preverili so, kako neposredna stimulacija živca vagusa 
v miših vpliva na sintezo TNF in ali lahko prepreči sistemski vnetni odgovor na endotoksin. V 
ta namen so pred in po izpostavitvi letalni dozi LPS električno dražili vagusni živec, ki je bil 
predhodno bilateralno prerezan v področju vratu. Koncentracija TNF v serumu in jetrih po 
stimulaciji vagusovega živca je bila manjša koz brez stimulacije vagusa, kar potrjuje 
inhibicijo sinteze TNF zaradi aktivacije eferentnih vlaken v vagusnem živcu. Stimulacija 
vagusa je ob inhibiciji sinteze vnetnih citokinov preprečila sistemski šok in posledično smrt 
miši po izpostavitvi letalnii dozi LPS [5]. 
Do aktivacije holinergične protivnetne poti lahko pride na dva načina: 
a) vnetni citokini, kot je TNF-α, lahko potujejo z mesta vnetja po krvnem obtoku prek 
krvno-možganske pregrade do nucleus tractus solitarius v podaljšani hrbtenjači. 
Koncentracija TNF mora biti v krvnem obtoku dovolj visoka, da ga živec vagus zazna; 
b) če koncentracija vnetnih citokinov v poškodovanem tkivu ni izrazito povečana in 
zaradi tega nucleus tractus solitarius ne zazna vnetnega citokina TNF v krvnem 
obtoku, se informacija o vnetju lahko v možgane prenese s pomočjo aferentnih 
senzoričnih vlaken v vagusovem živcu. Ta lahko zazna zelo majhne koncentracije 
TNF, IL-1 ter drugih vnetnih citokinov v tkivih. Signalne poti v vagusnem refleksnem 
loku lahko aktivirajo tudi kemoreceptorji, mehanoreceptorji, senzorji temperature in 
senzorji osmolarnosti [3].   
Delovanje simpatikusa in parasimpatikusa je v preprečevanju vnetja sinergistično. Vnetni 
citokini, lahko povzročijo v tkivih tudi bolečino. To predstavlja dodaten mehanizem za 
aktivacijo motoričnih (eferentnih) učinkov vagusa, poleg tega pa bolečina aktivira tudi 
adrenalinski odziv »boj ali beg«, pri čemer povečano izločanje adrenalina in noradrenalina 
prav tako inhibira sintezo vnetnih citokinov prek cAMP in protein kinaze A signalne poti. 
Potrdili so, da povečana aktivnost simpatičnega živčevja in sinteza kateholaminov poveča 
sproščanje protivnetnega citokina IL-10 iz monocitov preko delovanja na β-adrenergične 
receptorje [3]. 
3.1.2 Nikotinski acetilholinski receptorji  
Nikotinski acetilholinski receptorji so od liganda odvisni pentamerni ionski kanalčki, katerih 
glavna naloga je prenesti acetilholinski signal v centralnem in perifernem živčnem sistemu. 
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Zgrajeni so lahko iz različnih ali enakih vrst podenot (α1-7, α9-10, β1-4, δ, ε in γ), pri človeku 
so jih našli 16, izmed teh pa le α1, α7 in α9 vežejo antagonist α-bungarotoksin [6].  
Ker nikotinski acetilholinski receptorji na makrofagih 
specifično vežejo s fluorescein izotiocianatom označen α-
bungarotoksin, so sklepali, da so na makrofagih prisotne α1, α7 
in/ali α9 podenote nikotinskih acetilholinskih receptorjev. V 
nadaljevanju so z metodo RT-PCR pokazali, da je v makrofagih 
prisotna mRNA za α1, α7 in α10 podenote, vendar ne za α9 [6], 
z metodo western blot pa so pokazali, da popolnoma 
diferencirani makrofagi specifično izražajo α7 podenoto. Zato 
so sklepali, da je nikotinski acetilholinski receptor na 
makrofagih homomerni receptor iz petih α7 podenot, kjer je 
vsaka α7 podenota sestavljena iz štirih transmembranskih 
vijačnic (slika 2) [7]. 
Če so onemogočili ekspresijo α7 podenote s protismiselnimi oligonukleotidi, ki se vežejo na 
mRNA in onemogočijo translacijo, se je sinteza TNF občutno povečala. Ko so onemogočili 
sintezo α1 in α10 podenote, ni prišlo do spremembe sinteze TNF. Miši, pri katerih so izbili 
gen za α7 podenoto nikotinskih receptorjev, so izločale občutno več TNF, IL-1 in IL-6, kot pa 
miši, ki tega gena niso imele izbitega. Električna stimulacija vagusa v miših z izbitim genom 
za α7 podenoto ni imela učinka na koncentracijo TNF v serumu. Dokazali so, da so makrofagi 
brez α7 podenote popolnoma neobčutljivi na acetilholin in nikotin, saj kljub dodajanju 
acetilholina in nikotina obdržijo nespremenjeno sintezo TNF. Mehanizem holinergičnega 
protivnetnega odziva z vagusom je torej zelo specifičen, saj učinkuje preko α7 nikotinskih 
receptorjev in ne preko klasičnih muskarinskih acetilholinskih receptorjev [6]. 
Gen CHRNA7, ki zapisuje za α7 podenoto nikotinskih acetilholinskih receptorjev, se nahaja 
na 15. kromosomu [7]. Njegovo uravnavanje izražanja je zelo kompleksno, znanih je več 
različnih mehanizmov. Povečana koncentracija nikotina poveča proizvodnjo nikotin 
acetilholinskih receptorjev na posttranslacijskem nivoju, saj deluje kot farmakološki šaperon, 
ki pomaga prenesti receptorje  iz endoplazemskega retikuluma na membrano celic. Znano je, 
da se pri shizofrenikih količina teh receptorjev močno zmanjša, vendar imajo pacienti s 
shizofrenijo, ki redno kadijo, dokaj normalno količino nikotinskih acetilholinskih receptorjev. 
Proksimalni promotor CHRNA7 je pogosto metiliran. Metilacija onemogoča transkripcijo, saj 
se zaradi privlaka med pozitivnimi metilnimi skupinami in negativno nabito DNA DNA-
polimeraza ne more vezati na promotor. Demetilacija promotorja omogoči transkripcijo gena 
CHRNA7. AP-2α gen je potencialni represor, nastane transkripcijski faktor AP-2α, ki se veže 
na proksimalni promotor CHRNA7.  
Slika 2: Nikotinski acetilholinski 
receptor. Receptor sestavlja 5 α7 
podenot, ki jih gradijo štiri 
tranmembranske vijačnice. Skupaj 
tvorijo membransko poro [7]. 
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Eden najbolj poznanih mehanizmov uravnavanja izražanja CHRNA7 je delna duplikacija 
CHRNA7 in fuzija z genom FAM7A. CHRNA7 se delno podvoji proti centromerni regiji med 
petim in desetim eksonom, pri čemer nastane nov gen CHRFAM7A, iz katerega se (večinoma 
le v imunskih celicah) izraža protein dupα7, ki je enak α7 podenoti, le da je brez N-končnega 
signalnega zaporedja in N-končnega vezavnega mesta za agoniste 
receptorja [8]. Znanstveniki so s pomočjo koimunoprecipitacije s 
protitelesi in tehnologije Försterjevega resonančnega prenosa 
energije (FRET) ugotovili, da nov genski produkt dupα7 
interagira v receptor in nadomesti nekaj α7 podenot nikotinskih 
acetilholinskih receptorjev, kar vodi v negativno dominantno 
uravnavanje funkcije receptorja. Delecija dveh baznih parov v 
eksonu 6 povzroči nastanek modificiranega proteina dup∆α7, ki še 
bolj inhibira delovanje receptorja [7]. Produkti CHRFAM7A 
inhibirajo delovanje nikotinskega receptorja tako, da zmanjšajo število vezavnih mest za 
acetilholin iz 5 na 2 oz. 1 (slika 3) ter zadržujejo receptorje v membrani endoplazemskega 
retikuluma, da ne omogočajo izpostavitve na membrani in možnosti protivnetne signalizacije 
[8]. Dve vezavni mesti za acetilholin ali manj nista dovolj za aktivacijo, zato ostane receptor 
neaktiven. Ugotovili so tudi, da se je transkripcija CHRFAM7A zmanjšala, če so celice 
monocite izpostavili LPS, kar poveča učinkovitost nikotinskih acetilholinskih receptorjev in 
zniža raven vnetnih citokinov. Promotor CHRNA7 ima 21 znanih mutacij, ki v večini 
primerov preprečujejo transkripcijo, zato so nekatere različice mutacij povezane z boleznimi 
kot so npr. shizofrenija, bipolarna motnja in Alzheimerjeva bolezen. Delna duplikacija gena 
CHRNA7 je specifična za človeško vrsto, saj se gen CHRFAM7A ne pojavlja niti pri 
glodavcih niti pri ostalih primatih [7, 9]. 
Na poskusih in vitro so pokazali, da transfekcija z vektorjem, ki vsebuje gen za dupα7, 
omogoči normalno sintezo TNF, kljub prisotnosti nikotina in po izpostavitvi LPS. V 
nadaljevanju so želeli ugotovili, kakšno vlogo ima dupα7 pri sepsi pri človeku in kako ta 
kontrolira potek vnetja preko nikotinskih acetilholinskih receptorjev. Z uporabo kvantitativne 
verižne reakcije s polimerazo (qPCR) so izmerili in primerjali ravni ekspresije mRNA 
podenot α7 in dupα7 v perifernih krvnih mononuklearnih celicah (PBMC) septičnih bolnikov. 
Ugotovili so, da je bila količina mRNA podenote α7 obratno sorazmerna s količino mRNA 
dupα7, kar kaže, da je ekspresija obeh podenot nasprotno uravnavana. Opazili so tudi, da so 
količine vnetnih mediatorjev (TNF, IL-1β) sorazmerne s količino mRNA podenote dupα7 ter 
obratno sorazmerne z razmerjem α7/dupα7. Pacienti, ki so imeli nižjo raven izražanja dupα7, 
so imeli boljšo kontrolo vnetnega odgovora pri sepsi in boljšo prognozo za okrevanje. 
Sklepali so, da ima lahko izražanje dupα7 neugodne patofiziološke učinke na razvoj sepse, 
kar lahko vodi v slabši izhod okužbe [8]. 
Slika 3: Heteromerni nikotinski 
acetilholinski receptor. Receptor 
sestavljajo α7 in dupα7 podenote, 
zato se število vezavnih mest za 
acetilholin zmanjša [7]. 
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3.1.3 Molekularni mehanizem holinergičnega protivnetnega učinka na makrofagih 
Holinergični protivnetni odziv se odraža na zmanjšanju sproščanja vnetnih citokinov. 
Mehanizem preprečevanja sproščanja vnetnih citokinov poteka preko α7 nikotinskih 
acetilholinskih receptorjev po dveh poteh: 
1. makrofagi med vnetjem sproščajo različne vnetne citokine, ki se sintetizirajo po 
aktivaciji transkripcije prek diferenciacijskega mieloidnega proteina 88 z jedrnim 
faktorjem κB (NF-κB). Ta je sestavljen iz podenot p50 in p65, ki sta povezani z I-κB; 
tak kompleks je neaktiven. I-κB se odstrani, ko ga fosforilira inhibitorna κB kinaza 
(IKK), zato nastane prost NF-κB, ki lahko v jedru deluje kot transkripcijski dejavnik. 
Acetilholin ali agonisti α7 nikotin acetilholinskih receptorjev (npr. nikotin) preprečijo 
translokacijo NF-κB v jedro tako, da inhibirajo delovanje kinaze  IKK, zato se I-κB ne 
odstrani in ostane transkripcijski dejavnik neaktiven. Posledično se zapisi za vnetne 
citokine ne prepisujejo, ti pa se zato ne sproščajo iz makrofagov (slika 4) [10]; 
2. acetilholin ali agonisti α7 nikotin acetilholinskih receptorjev (npr. nikotin) povzročijo 
avtofosforilacijo Janusove kinaze 2 (JAK2). Ta fosforilira signalni prenašalec in 
aktivator transkripcije 3 (STAT3), ki se dimerizira in translocira v jedro. Fosforiliran 
dimer STAT3 deluje kot zaviralec transkripcije zapisov za vnetne citokine, zato se ti 
ne sproščajo iz makrofagov (slika 4) [11]. Znano je tudi, da se nefosforilirani STAT3 
poveže z NF-κB, zaradi česar se slednji ne more translocirati v jedro in ne more 
delovati kot transkripcijski faktor; to povezuje oba zgoraj opisana mehanizma 
holinergičnega protivnetnega odziva [10]; 
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3.1.4 Vpliv prisotnosti vranice in vraničnega živca na protivnetni odziv 
Makrofagi so ključni pri takojšnjem odzivu na mikrobe in endotoksine. Z njimi se prvič 
srečajo v jetrih in vranici, zato se tam aktivirajo in začnejo proizvajati vnetne citokine. Po 
odstranitvi vranice pri miši se je protivnetni učinek draženja vagusa in učinek agonistov α7 
nikotinskih acetilholinskih receptorjev pomembno zmanjšal, zato so sklepali, da je za 
normalno delovanje protivnetnega holinergičnega odziva med endotoksemijo ključna 
prisotnost in normalno delovanje vranice [12].  
Po okužbi miši z endotoksinom so merili koncentracijo TNF v vranici, jetrih in pljučih. 
Ugotovili so, da se je koncentracija TNF najbolj povečala v vranici, poleg tega pa se je v 
vranici najbolj povečala tudi količina mRNA za TNF. Če so mišim odstranili vranico, se je 
koncentracija TNF v serumu kljub stimulaciji vagusa povečala. Da bi potrdili nujno prisotnost 
Slika 4: Mehanizem holinergičnega protivnetnega odziva. Vnetni citokini se sintetizirajo po aktivaciji 
transkripcije prek diferenciacijskega mieloidnega proteina 88 z NF-κB. Slednji je sestavljen iz podenot p50 in 
p65, ki sta povezani z I-κB. Acetilholin ali agonisti α7 nikotinskih acetilholinskih receptorjev preprečijo 
fosforilacijo I-κB in njegovo odstranitev, zato se NF-κB ne prenese v jedro in ostane v citoplazmi kot neaktiven 
trnskripcijski dejavnik, ki ne omogoča transkripcije zapisov za vnetne citokine. Acetilholin povzroči tudi 
avtofosforilacijo JAK2, ki fosforilira STAT3, ki se dimerizira in translocira v jedro, kjer  deluje kot zaviralec 
transkripcije zapisov za vnetne citokine. Preostali nefosforilirani STAT3 se poveže z NF-κB, kar prepreči 
translokacijo NF-κB v jedro [10]. Jak2 – Janusova kinaza 2, STAT3 - signalni prenašalec in aktivator 
transkripcije 3, NF-κB - jedrni faktor κB. 
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α7 podenote za normalno delovanje holinergičnega protivnetnega odziva, so iz divjega tipa 
miši in miši z izbitim genom za α7 podenoto izolirali splenocite ter jih izpostavili 
endotoksinu, nato pa še acetilholinu. Ugotovili so, da se splenocite brez α7 podenote niso 
uspešno odzvale na protivnetni signal. V preteklih raziskavah so znanstveniki ugotovili, da je 
nikotin preprečil smrt zaradi septičnega šoka, zato so hoteli ugotoviti, kakšno vlogo ima pri 
tem vranica. Obravnavali so miši brez vranice, ki so jih tretirali z nikotinom. Ugotovili so, da 
nikotin v miših brez vranice ni uspel preprečiti sepse, poleg tega pa se je poslabšala možnost 
preživetja. V preteklosti so uspeli dokazati, da nikotin izboljša možnosti preživetja tako, da 
zniža koncentracijo HMGB1, ki je ključen mediator pri nastanku letalnega sistemskega 
vnetja. V miših brez vranice pa so ugotovili, da se je po dodatku nikotina koncentracija 
HMGB1 celo povišala, kar bi lahko bil vzrok za večjo smrtnost miši zaradi sepse [12]. 
Dejstvo, da je za holinergični protivnetni odziv, ki ga regulira eferentni del vagusa, potrebna 
vranica, je znanstvenike presenetilo, saj je eferentni del vagusa končuje v superiornem 
mesenteričnem gangliju in ne v vranici. V gangliju izvira vranični živec, ki oživčuje vranice. 
Ugotovili so, da stimulacija vagusa 
ob operativni odstranitvi 
vraničnega živca ni znižala 
sistemske koncentracije TNF, zato 
so sklepali, da živec vagus nadzira 
sintezo TNF v makrofagih vranice 
preko dveh zaporedno povezanih 
nevronov, preganglionarnega živca 
vagusa in postganglionarnega 
vraničnega živca, ki se stikata v 
superiornem mesenteričnem 
gangliju (slika 5) [13].  
3.1.5 Protivnetni odziv in vranični limfociti T, ki proizvajajo acetilholin 
Znano je, da električna stimulacija vagusa in vraničnega živca preprečuje nastajanje TNF v 
makrofagih vranice ter, da mehanizem delovanja protivnetnega holinergičnega sistema 
zahteva vezavo acetilholina na α7 nikotin acetilholinske receptorje na makrofagih. Vranični 
živec, ki izhaja iz ganglija, je adrenergične narave, saj v njemu niso našli potrebnih encimov 
za sintezo acetilholina. Zato so hoteli ugotoviti, kakšna je povezava med signalom iz 
adrenergičnega vraničnega živca in aktivacijo makrofagov z acetilholinom.  
Najprej so preverili, ali električna stimulacija vagusa poveča delež acetilholina v perfuzatu 
vranice. Po stimulaciji so merili delež acetilholina v vzorcih perfuzata iz vranice v časovnih 
presledkih in ugotovili, da je akcijski potencial vagusa uspel povečati sproščanje acetilholina 
Slika 5: Nadzor makrofagov v rdeči pulpi vranice z vagusnim in 
vraničnim živcem. Vagus se končuje v superior mesenteric gangliju, tu 
pa se začne vranični živec, ki potuje v vranico [13]. 
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v vranici. Nadalje so se vprašali, ali lahko povečano sproščanje acetilholina v vranici 
spodbudi tudi dodatek noradrenalina, ki se sprošča iz adrenergičnega vraničnega živca. 
Adrenergični vranični živec se končuje v beli pulpi vranice (slika 5), kjer so prisotni limfociti 
T, zato so tem dodali različne koncentracije noradrenalina in merili koncentracijo sproščenega 
acetilholina. Ugotovili so, da je noradrenalin občutno povečal sproščanje acetilholina, zato so 
sklepali, da stimulacija adrenergičnega vraničnega živca lahko povzroči sproščanje 
acetilholina iz limfocitov v vranici. Da bi ovrednotili vlogo limfocitov T v protivnetnem 
odzivu, so uporabili gole miši, ki niso imele funkcionalnih limfocitov T, ter njihov odziv na 
stimulacijo vagusa primerjali z normalnimi mišmi. Stimulacija vagusa v kontrolnih miših je 
občutno znižala koncentracijo serumskega TNF, v miših brez funkcionalnih limfocitov T pa 
do znižanja koncentracije TNF ni prišlo. Znanstveniki so s pomočjo fluorescenčno 
označenega encima v limfocitih, ki sodeluje pri biosintezi acetilholina, ugotovili, da je v beli 
pulpi vranice prisotnih nekaj limfocitov T, ki so ob aktivaciji sposobni sintetizirati acetilholin. 
Da se aktivirajo, na svoji površini izražajo β2-adrenergične receptorje, kamor se veže 
noradrenalin, ki se sprošča iz končiča vraničnega živca [14]. Ker je v vranici prisotnih veliko 
različnih vrst limfocitov T, so s pomočjo pretočnega citometra razvrščali limfocite T na 
podlagi različnih membranskih molekul (označevalcev). Uporabili so miši, ki so imele encim 
holin acetiltransferazo (ChAT) označeno z izboljšanim zelenim fluorescenčnim proteinom 
(eGFP) in ugotovili, da največ (cca. 10 %) limfocitov T, ki izražajo ChAT-eGFP, pripada 
podvrsti limfocitov T, ki imajo na svoji površini molekule označevalce pripadnosti CD4, 
CD44
high
 in CD62L
low
 [14].  
Tekom večletnega raziskovanja na področju holinergične protivnetne poti so tako uspeli 
sestaviti posamezne korake zaviranja razvoja prekomernega sproščanja vnetnih mediatorjev 
(slika 6); živčni signal eferentnega vagusa aktivira vranični živec, ki začne izločati 
noradrenalin. Noradrenalin se veže na β2-adrenergične receptorje limfocitov T vranice, kar v 
njih aktivira sintezo in sproščanje acetilholina. Acetilholin se veže na α7 nikotin 
acetilholinske receptorje na makrofagih in prepreči prekomerno sproščanje vnetnih citokinov, 
kar bi sicer lahko vodilo v pretirana sistemska vnetna stanja (septični šok), ki so posledica 
pretiranega vnetnega odziva [11].  
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3.1.6 Metabolizem in vloga acetilholina pri imunskih in živčnih celicah 
Acetilholin nastaja z acetilacijo holina in acetil-CoA s pomočjo ChAT ali karnitin 
acetiltransferate (CarAT) (slika 7). Iz celic se lahko sprošča z vezikularnimi acetilholinskimi 
transporterji in s kationskimi transporterji ali z eksocitozo ali mediatoforji. Zunajcelični 
acetilholin se lahko veže na nikotinske (nAChR) ali muskarinske (mAChR) acetilholinske 
receptorje ter vpliva na delovanje celic. Acetilholin razpade s pomočjo acetilholinesteraze 
(AChE), da nastane holin, ki lahko ponovno vstopi v celico s holin prenašalnimi proteini [11]. 
Slika 6: Holinergični protivnetni odziv. Signal, ki potuje po vagusu aktivira 
vranični živec, ki na končičih začne izločati noradrenalin. Noradrenalin se veže 
na β2-adrenergične receptorje T limfocitov vranice, zato se limfociti aktivirajo 
in pričnejo s proizvodnjo in sproščanjem acetilholina. Acetilholin se veže na α7 
nikotin acetilholinske receptorje na makrofagih in prepreči sproščanje vnetnih 
citokinov [11]. 
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ChAT se najbolj izrazito sintetizira v holinergičnih nevronih, ki za prevajanje signala 
proizvajajo nevrotransmiter acetilholin, za uravnavanje imunskega odziva pa ga potrebujejo 
tudi nekatere imunske celice. Tako so uspeli dokazati prisotnost mRNA za ChAT v limfocitih 
T, limfocitih B, dendritičnih celicah, makrofagih, mikroglii, astrocitah in celicah NK. Zapis za 
ChAT se v imunskih in živčnih celicah razlikuje v 5` nekodirajoči regiji, kodirajoči del zapisa 
pa ostaja enak, kar nakazuje na različno uravnavanje izražanja ChAT v živčnih oz. imunskih 
celicah [11].  
Acetilholin, ki se proizvaja v različnih linijah imunskih in živčnih celic, lahko deluje na 
različne tarčne celice in ima različne naloge:  
a) nekateri limfociti T v vranici po aktivaciji vagusa in vraničnega živca bližnjim 
makrofagom z acetilholinom preprečijo sproščanje vnetnih citokinov; 
Slika 7: Sinteza, sproščanje in razgradnja acetilholina v imunski celici. Acetilholin nastaja z acetilacijo holina 
in acetil-CoA s pomočjo ChAT ali CarAT. Iz limfocita se lahko sprošča z vezikularnimi acetilholinskimi 
transporterji in kationskimi transporterji ali pa z eksocitozo ali mediatoforji. Zunajcelični acetilholin se veže 
na nAChR mAChR na monocitih ter vpliva na delovanje celice. Acetilholin razgrajuje AChE, pri čemer 
nastane holin, ki lahko ponovno vstopi v limfocit s holin prenašalnimi proteini [11]. ChAT – holin 
acetiltransferaza, CarAT – karnitin acetiltransferaza, nAChR – nikotinski acetilholinski receptor, mAChR – 
muskarinski acetilholinski receptor, AChE – acetilholinesteraza. 
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b) nekateri limfociti B proizvajajo acetilholin in med endotoksemijo zmanjšajo 
rekrutiranje peritonealnih nevtrofilcev tako, da utišajo efektorske funkcije limfocitov 
T; 
c) dendritične celice so ene glavnih antigen predstavitvenih celic, ki aktivirajo T celice. 
Acetilholin, ki ga izločajo dendritične celice, lahko avtokrino in parakrino spremeni 
zmožnost dendritičnih celic, da aktivirajo limfocite T; 
d) acetilholin, ki ga sproščajo makrofagi, deluje predvsem na lastne receptorje v 
avtokrinem in parakrinem loku tako, da preprečuje vnetje; 
e) glia celice (mikroglia in astrocite), ki proizvajajo acetilholin, imajo vlogo zagotoviti 
hranila za nevrone centralnega živčevja in regulirajo integriteto krvno-možganske 
pregrade; 
f) v centralnem živčnem sistemu deluje acetilholin kot eden glavnih nevrotransmiterjev, 
poleg tega pa acetilholin inhibira sproščanje vnetnih citokinov, ki lahko povzročajo 
vnetje in poškodbe holinergičnih nevronov v centralnem živčevju (npr. pri 
Alzheimerjevi bolezni). V perifernem živčnem sistemu lahko vagus deluje na 
mienterične nevrone črevesja, ki sproščajo acetilholin v neposredno bližino 
makrofagov, kar močno upočasni vnetje prebavnega trakta [11]. 
3.1.7 Možnosti uravnavanja holinergičnega protivnetnega odziva pri zdravljenju bolezni 
Holinergični protivnetni odgovor ima pomembno vlogo pri uravnavanju vnetnih reakcij v 
telesu. V primeru nekaterih nevroloških bolezni, kot so npr. multipla skleroza, Alzheimerjeva 
bolezen, ishemična kap in možganska krvavitev, pri katerih so prisotna lokalna vnetja, so že 
preučevali možnosti stimulacije vagusovega živca ali pa različnih farmakoloških pristopov, ki 
aktivirajo holinergični protivnetni odziv [11].  
Multipla skleroza (MS) je avtoimuna bolezen, pri kateri so ključni znaki vnetje, 
demielinizacija in poškodbe aksonov. V začetku bolezni se aktivirajo limfociti, makrofagi in 
mikroglija. Na centralnih in perifernih imunskih celicah so prisotni α7 nikotin acetilholinski 
receptorji, kar nakazuje, da pri vnetnih reakcijah igra pomembno vlogo tudi holinergična 
protivnetna signalizacija. Znanstveniki so ugotovili, da se je infiltracija limfocitov T in 
monocitov pri miših po zdravljenju z nikotinom učinkovito znižala, kar je upočasnilo vnetje v 
centralnem živčnem sistemu in utišalo avtoimune reakcije. Nikotin je upočasnil 
demielinizacijo in ublažil potek MS pri mišjih modelih, serumske koncentracije vnetnih 
citokinov so se močno znižale po zdravljenju z nikotinom pri miših z recidivno-
remitentno multiplo sklerozo (RR-MS), kar je zmanjšalo vnetje v možganih in izboljšalo 
končni izid MS. Pri miših z RR-MS so znanstveniki zaznali zmanjšano koncentracijo 
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acetilholina, zato so jih zdravili z zdravilom, ki vsebuje inhibitor AChE, kar je zmanjšalo 
aktivnost tega encima in povečalo koncentracijo acetilholina, zaradi česar je prišlo do utišanja 
sproščanja vnetnih citokinov, zaviranja demielinizacije, zaviranja aktivacije mikroglije, 
preprečevanja poškodbe aksonov in ublažitve simptome MS. Vsi holinergični protivnetni 
učinki so se izničili, če so dodali antagoniste α7 nikotinskih receptorjev. Na podlagi teh 
ugotovitev so sklepali, da lahko holinergični sistem pri bolnikih z MS bistveno prispeva k 
razvoju te bolezni, zato bi se napredovanje MS lahko omejilo z uravnavanjem pomanjkljivosti 
v delovanju holinergičnega protivnetnega sistema, ki bi lahko postal pomembna tarča 
zdravljenja MS v prihodnosti [11]. 
Alzheimerjeva bolezen (AD) je ena najbolj raziskanih nevrodegenerativnih boleznih, ki je 
najpogosteje vzrok za razvoj demence, pri kateri pride do akumuliranja β-amiloida v 
možganih. Patološki razvoj AD spremlja nevrogeno vnetje, ki ga povzročajo aktivirane celice 
mikroglije, zato se vnetje poskuša zmanjšati predvsem z uravnavanjem aktivacije mikroglije. 
Danes se za blažitev kliničnih simptomov rutinsko uporabljajo inhibitorji holinesteraze, s 
čimer vzdržujejo koncentracijo acetilholina v možganih. Acetilholin se veže na receptorje na 
celicah mikroglije in inhibira njihovo aktivacijo ter sproščanje vnetnih citokinov, poleg tega 
pa uravnava tudi signalno transdukcijo med nevroni [11]. 
Ishemična kap je ena najpogostejših vzrokov smrti in invalidnosti ljudi po svetu. Spremlja jo 
značilen vnetni odziv, pri katerem sta ključna aktivacija mikroglije in infiltracija perifernih 
levkocitov v možgane, to pa povzroči nepopravljive poškodbe nevronov. Znano je, da 
aktivacija holinergičnega protivnetnega odziva zmanjša vnetje tako v perifernem kot tudi v 
centralnem živčnem sistemu, zato so znanstveniki mišim po ishemični kapi kontinuirno 
dodajali nikotin. S časom je število aktiviranih celic mikroglije močno upadlo, število 
viabilnih nevronov pa se je povečalo. Ker so α7 nikotinski receptorji pogosto prisotni na glija 
celicah, so ti postali tarča reguliranja vnetja. Električna stimulacija aferentnega vagusa je 
izboljšala regeneracijo centralnega živčevja pri podganah po kapi, saj je aktivirala 
holinergično omrežje nevronov, ki so sproščali acetilholin, ki je preprečil aktivacijo celic 
mikroglije in vnetje možganov. Poleg tega pa je električna stimulacija vagusa zmanjšala 
sproščanje vnetnih citokinov tudi v periferni krvi. Vnetje možganovine pri ishemični kapi bi 
torej lahko zmanjšali z aktivacijo holinergične protivnetne poti direktno s stimulacijo α7 
nikotinskih receptorjev ali posredno preko električne stimulacije vagusa [11]. 
Intracerebralna krvavitev je posledica stekanja krvi v možgane, zaradi česar nastane v 
možganih hematom, neposredno poškodbo možganovine pa spremlja sekundarna poškodba 
zaradi vnetja. Moduliranje vnetja v možganih z nikotinom je zmanjšalo aktivacijo mikroglije 
in makrofagov, zaradi česar se je število mrtvih nevronov zmanjšalo, možnost preživetja 
podgan po intracerebralni krvavitvi pa se je povečala. Da bi ojačali protivnetni odgovor, so 
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dodali muskarin, ki aktivira vagus, po čemer se izboljša končna klinična slika podgan po 
možganski krvavitvi. Tudi električna stimulacija vagusa je izboljšala okrevanje podgan. Da bi 
bilo zdravljenje pacientov po intracerebralni krvavitvi čim bolj uspešno, bi bilo smiselno 
uravnavati holinergični protivnetni odziv, da se prepreči prekomerno aktivacijo mikroglije in 
makrofagov ter infiltracijo imunskih celic v možgane [11]. 
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4 PREGLED METODOLOGIJE 
Po temeljitem pregledu literature smo ugotovili, da so do sedaj merili raven izražanja mRNA 
nikotinskih receptorjev v celicah periferne krvi v petih kliničnih situacijah, v eni pa so merili 
količino acetilholina v limfocitih iz periferne krvi. 
Cedillo in sodelavci [15] so v pilotni študiji na bolnikih s sepso iskali povezavo med stopnjo 
sepse in ravnjo izražanja mRNA nikotinskih receptorjev v celicah periferne krvi. V raziskavo 
so vključili 33 pacientov s sepso in 33 zdravih ljudi, ki so jim odvzeli in heparinizirali 
periferno kri in iz nje izolirali celice PBMC s centrifugiranjem s pomočjo gostotnega 
gradientnega medija Lymphoprep (Nycomed Pharma AS, Oslo, Norveška), ki ima enako 
gostoto in kemijsko sestavo kot Ficoll,. Iz članka ni moč razbrati ali so v nadaljevanju 
specifično izolirali monocite ali so kot vir celic uporabili frakcijo PBMC, v kateri so tudi 
limfociti. Za izolacijo RNA so uporabili RNeasy Mini Kit proizvajalca Qiagen, za določanje 
ravni izražanja nikotinskih receptorjev v PBMC s pomočjo RT–PCR pa so uporabili primerne 
začetne oligonukleotide za gene CHRNA7, kot endogeno kontrolo za normalizacijo pa so 
uporabili beta-2 mikroglobulin (B2M) ter ubikvitin C (UBC). Ugotovili so, da je povprečna 
raven izražanja mRNA nikotinskih receptorjev v PBMC povišana pri septičnih pacientih, pri 
katerih so opazili tudi veliko variabilnost ravni izražanja mRNA nikotinskih receptorjev. 
Boljše preživetje so imeli septični pacienti s povišano ravnjo izražanja mRNA nikotinskih 
receptorjev kot septični bolniki z nizko ravnjo nikotinskih receptorjev. Kar 60 % pacientov, ki 
je imelo zelo nizko raven izražanja mRNA nikotinskih receptorjev, je po nekaj dnevih umrlo 
in vsi, ki so umrli so imeli nizko raven izražanja mRNA za nikotinske receptorje. Ta rezultat 
kaže na obratno povezavo med umrljivostjo in aktivnostjo protivnetnega holinergičnega 
odziva pri bolnikih za aktivnim sistemskim vnetjem ob težki akutni okužbi. Pri kontrolni 
skupini je bila povprečna raven izražanja mRNA nikotinskih receptorjev precej nižja od 
povprečja pacientov, vrednosti so imele majhno variabilnost [15]. Zaključili so, da bi bilo 
lahko določanje ravni izražanja mRNA nikotinskih receptorjev s RT-PCR v prvih 24 urah 
primeren označevalec za ugotavljanje aktivnosti holinergičnega protivnetnega odziva in s tem 
povezane prognoze pri bolnikih s sepso [15]. V nadaljevanju je ista raziskovalna skupina pri 
pacientih s sepso potrdila tudi obratno povezavo med izražanjem mRNA za α7 in mRNA za 
dupα7, za katero je znano, da zavira delovanje nikotinskega receptorja [8]. Pacienti, ki so 
imeli manjšo raven izražanja dupα7, in večjo raven α7 mRNA, so imeli boljšo kontrolo 
vnetnega odgovora pri sepsi in boljšo prognozo za okrevanje. 
Raziskave kažejo, da ima neustrezen holinergičen protivnetni odziv pomembno vlogo tudi pri 
razvoju lokalnega vnetja v placenti in posledično pojava preeklampsije pri nosečnicah. 
Preeklampsija, ki je povezana s kroničnim vnetjem in aktivacijo imunskih celic ter vnetnimi 
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mediatorji, je dokaj pogost in resen zaplet v nosečnosti, za katerega je značilna z nosečnostjo 
povezana arterijska hipertenzija in proteinurija po 20. tednu nosečnosti [16]. Znano je, da so 
monociti v periferne krvi pri nosečnicah s preeklampsijo močno aktivirani in da je pri 
preeklampsiji povečana infiltracija makrofagov ter sproščanje vnetnih mediatorjev v placenti 
[16]. V preteklosti so že pokazali povezavo med izražanjem nikotinskih receptorjev v placenti 
in pojavom preeklampsije [17], nedavno pa so objavili tudi klinično študijo, kjer so pokazali 
tudi povezavo med znižano ravnjo izražanja mRNA nikotinskih receptorjev v krvi in 
razvojem preeklampsije pri nosečnicah. Nosečnicam s preeklampsijo in zdravim nosečnicam 
so odvzeli in heparinizirali periferno kri ter s centrifugiranjem z gradientom gostote Ficoll in 
imunomagnetno negativno selekcijo izolirali monocite CD14
+
. Iz monocitov so s TRIzolovim 
reagentom izolirali RNA ter izvedli RT-PCR, pri čemer so uporabili začetne oligonukleotide 
za gena CHRNA7, kot endogeno kontrolo za normalizacijo pa so uporabili gen za encim 
gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenazo (GAPDH). Ugotovili so, da je pri nosečnicah s 
preeklampsijo raven izražanja mRNA nikotinskih receptorjev v monocitih statistično značilno 
manjša v primerjavi z zdravimi nosečnicami, ob zdravljenju nosečnic s preeklampsijo z 
agonistom α7 nikotinskega receptorja pa so se koncentracije vnetnih citokinov znižale, kar 
nakazuje, da bi bil oslabljen holinergičnega protivnetnega odziv pri nosečnicah lahko povezan 
z razvojem preeklampsije [16].  
Ista raziskovalna skupina je želela ugotoviti tudi, kako je izražanje nikotinskih receptorjev 
povezano s potek lupusnega nefritisa. Gre za vnetno pogojeno okvaro ledvic, kar je resen 
zaplet sistemskega lupusa eritematosusa, ki spada med sistemske tkivne vnetne bolezni. 
Bolnikom z lupusom, med katerimi je bilo 35 z aktivnim potekom bolezni in 36 z neaktivno, 
ter 35 zdravim ljudem so odvzeli periferno kri v heparinizirane epruvete, iz katere so s 
centrifugiranjem z gradientom gostote Ficoll in imunomagnetno negativno selekcijo izolirali 
monocite CD14
+
. Iz monocitov so s TRIzolovim reagentom izolirali RNA ter izvedli RT-
PCR, pri čemer so uporabili začetne oligonukleotide za gena CHRNA7 in GAPDH. Ugotovili 
so, da imajo pacienti z aktivnim in neaktivnim lupusom močno nižjo raven izražanja 
nikotinskih receptorjev v monocitih, kot kontrolna skupina zdravih [18].  
Korelacijo med patogenezo in napredovanjem bolezni ter ravnjo izražanja mRNA nikotinskih 
receptorjev so odkrili tudi pri shizofreniji in Alzheimerjevi demenci. Za shizofrenijo so v 
preteklosti že pokazali, da je izražanje α7 nikotinskega receptorja v več regijah možganovine 
zmanjšano, za bolnike z Alzheimerjevo demenco pa je znana selektivna holinergična 
denervacija cerebralnega korteksa in hipokampusa. Bolnikom s shizofrenijo ter zdravim 
ljudem so odvzeli periferno kri jo heparinizirali ter iz nje s centrifugiranjem z gradientom 
gostote Ficoll izolirali limfocite, pri čemer niso natančno opredelili podvrste limfocitov. 
Poudariti velja, da v frakciji krvi (PBMC), ki jo ločimo po gostotnem gradientu s Ficollovim 
medijem ostanejo monociti in limfociti (glej spodaj), česar pa v članku niso komentirali.  
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Celotno RNA so izolirali z gvanidinij-tiocianatno metodo. Izvedli so RT-PCR, pri čemer so 
uporabili začetne oligonukleotide za CHRNA7 in kot endogeno kontrolo gen za β-aktin. Tudi 
v tej študiji so ugotovili, da je pri shizofrenikih raven izražanja mRNA nikotinskih receptorjev 
v limfocitih manjša kot pri zdravih osebah [19]. Po drugi strani so v dveh kliničnih raziskavah 
pokazali, da je pri bolnikih z Alzheimerjevo demenco raven proteina [20] in mRNA [21] za 
α7 nikotinski receptor v periferni krvi statistično značilno večja kot pri zdravi populaciji. V 
svoji klinični raziskavi Conti in sodelavci ne navajajo postopka izolacije PBMC. Za izolacijo 
RNA so uporabili RNeasy Mini Kit proizvajalca Qiagen, začetne oligonukleotide za 
α7nAchR kot tudi za endogeno kontrolo (β-aktin) pa so ustrezno navedli [19]. 
Korelacijo med prognozo (smrtnost in zapleti s pljučnice) in aktivnostjo holinergičnega 
protivnetnega odziva so ugotavljali tudi pri bolnikih z akutno ishemično kapjo. V tej 
raziskavi so v celicah PBMC merili količino znotrajceličnega acetilholina in izražanje mRNA 
dveh encimov, ki sta udeležena v presnovo acetilholina. Pacientom z akutno kapjo ter zdravim 
ljudem so odvzeli periferno kri so izolirali PBMC, pri čemer raziskovalna skupina ni natančno 
opisala postopka izolacije PBMC. Znotrajcelični acetilholin so merili s tekočinsko 
kromatografijo ultra visoke ločljivosti ter masno spektrometrijo, poleg tega pa so z RT-PCR 
izmerili tudi raven izražanja mRNA encimov acetilholinesteraze in holin acetiltransferaze. 
Ugotovili so, da so imeli bolniki 24 urah po pojavu akutne kapi statistično značilno večjo 
raven acetilholina v limfocitih (PBMC), še posebej pri tistih, ki so imeli pljučnico. Visoka 
količina acetilholina bi pri teh bolnikih lahko pospešila aktivnost holinergičnega 
protivnetnega odziva v makrofagih, s tem zavrla imunski odziv in olajšala razvoj pljučnice, 
kar poslabšala prognozo bolnika. Višje ravni acetilholina so opazili pri tistih pacientih, ki so 
imeli večje področje prizadete možganovine zaradi ishemične kapi. Ugotovili so tudi, da se je 
raven izražanja mRNA acetilholinesteraze zmanjšala, kar bi lahko bil vzrok za večjo količino 
acetilholina [22].  
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5 PREDLOG PROCESA DOLOČANJA IZRAŽANJA mRNA 
ALFA-7 NIKOTINSKIH RECEPTORJEV V KRVI PRI 
ČLOVEKU 
5.1 Izolacija mononuklearnih celic iz periferne človeške krvi 
Za preučevanje pomena holinergičnega protivnetnega odziva pri človeku je potrebno najprej 
temeljito razčleniti različne možnosti za izolacijo PBMC iz človeške krvi. V skupino PBMC 
spadajo krvne celice z enim okroglim jedrom (limfociti, monociti, in celice NK). Posamezne 
vrste celic PBMC lahko v nadaljevalnih postopkih izolacije ločimo med seboj. Prednost 
uporabe PBMC celic v kliničnih raziskavah je predvsem relativno enostavna dostopnost do 
človeške krvi, iz katere jih izoliramo. Vseeno pa ima široka skupina PBMC tudi kar nekaj 
fenotipskih razlik med posameznimi skupinami celic [23, 24]. 
5.1.1 Vzorčenje krvi 
Za odvzem krvi je izvedbi procesa določanja izražanja mRNA alfa-7 nikotinskih receptorjev v 
krvi pri človeku potrebna odobritev etične komisije za zbiranje vzorcev krvi. Vzorci venske 
krvi so preiskovancem odvzeti z uporabo katetra, kri pa je zbrana v hematološke epruvete z 
napršeno antikoagulacijsko raztopino, npr. litijevega heparina. Vzorci so shranjeni na sobni 
temperaturi od 15 – 25 °C in uporabljeni v 24-ih urah od odvzema (Stemcell Technologies 
protokoli, Kanada).  
5.1.2 Izolacija PBMC s centrifugiranjem z gradientom gostote 
Ko pridobimo človeško kri, čim prej po odvzemu začnemo z izolacijo 
PBMC, kar pomeni, da moramo najprej odstraniti rdeče krvne celice in 
granulocite (nevtrofilci, bazofilci in eozinofilci). Izolacijo PBMC se 
najlažje izvede s centrifugiranjem z gradientom gostote, ki temelji na 
razliki v gostoti med PBMC in ostalimi komponentami periferne krvi, pri 
čemer se kri loči po gostoti na dve frakciji: 
- zgornja frakcija vsebuje celice PBMC; 
- spodnja frakcija vsebuje rdeče krvničke in granulocite. 
Metodo centrifugiranja z gradientom gostote je prvič uporabil Arne 
Boyum v 60. letih prejšnjega stoletja, ki je opisal ločbo belih krvnih celic 
s pomočjo gostotnega gradientnega medija Ficoll. Do danes se je metoda 
Slika 8: Ločene 
frakcije krvi po 
centrifugiranju z 
gradientom gostote 
[15]. 
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izpopolnila, vendar je njen osnovni princip ostal enak. Centrifugiranje z gradientom gostote 
izvajamo s pomočjo gostotnega gradientnega medija, ki je sestavljen iz točno določenih 
količin natrijevega diatriozata, polisaharidov in vode, tako da ima izmerjeno gostoto 1,077 
g/mL. Gostotni gradientni medij, ki je bolj gost od granulocitov, povzroči agregacijo rdečih 
krvnih celic, zaradi česar postane medij bolj gost tudi od eritrocitov, vendar še vedno manj 
gost od limfocitov, monocitov in krvnih ploščic. Po centrifugiranju lahko v epruveti torej 
opazimo v usedlini eritrocite in granulocite, v vmesni frakciji je gostotni gradientni medij, na 
vrhu je frakcija plazme in krvnih ploščic, mononuklearne celice pa najdemo v sloju med 
medijem in plazmo (slika 8). V periferni človeški krvi najdemo v povprečju 70 – 90 % 
limfocitov, monocitov pa 10 – 20 %. Med limfociti je 70 – 85 % CD3+ limfocitov T, ki jih 
delimo na CD4
+ 
in CD8
+
 limfocite T. Po aktivaciji CD4
+
 celic nastanejo različne podskupine 
efektorskih T celic pomagalk (npr. Th1, Th2, Th17) in regulatornih T celic [23, 24]. 
Izolacijo s centrifugiranjem z gradientom gostote izvedemo s pomočjo gostotnega 
gradientnega medija Lymphoprep (Stemcell Technologies), ki ima enako gostoto in kemijsko 
sestavo kot Ficoll, v sledečih korakih [23]: 
1. Antikoagulirano kri razredčimo z 2-kratnim volumnom fosfatnega pufra z NaCl 
(PBS). 
2. Pripravimo 50 mL epruvete, ki jih napolnimo s 15 mL medija Lymphoprep. V 
epruvete previdno dodamo še 30 mL razredčene krvi tako, da se raztopina medija in 
krvi ne premešata. 
3. Epruvete zapremo in centrifugiramo 25 minut na 670 – 800 g pri 18 ° C brez zavore. 
4. Iz treh epruvet zberemo PBMC, ki se nahajajo med frakcijo medija in plazme ter 
krvnih ploščic, ter jih prenesemo v novo 50 mL epruveto in s PBS dopolnimo do 50 
mL. 
5. Ponovno centrifugiramo 10 minut na 150 g pri 4 ° C z izklopljeno zavoro.  
6. Oddekantiramo supernatant, resuspendiramo v celičnem gojišču RPMI in ponovno 
centrifugiramo 10 minut na 150 g pri 4 ° C z izklopljeno zavoro.  
7. Oddekantiramo supernatant in resuspendiramo usedlino v celičnem gojišču. 
8. Celice preštejemo in jih zamrznemo ali izvedemo nadaljnje eksperimente. 
Ena najpogosteje uporabljenih nadgradenj metode centrifugiranja z gradientom gostote je 
uporaba tetramernih protiteles v kompleksih RosseteSep (Stemcell Technologies, 
Kanada), ki označijo celice, ki jih ne bomo izolirali, in jih povežejo v goste komplekse z 
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eritrociti. Celice, ki nas ne zanimajo, zato najdemo v usedlini, PBMC pa najdemo v interfazi 
med plazmo in gradientnim medijem. Ta metoda ponuja obogatitev neoznačenih celic, ki jih 
želimo izolirati, in daje boljši izkoristek izolacije v krajšem času. Izolacijo z uporabo 
RosseteSep Human Monocyte Enrichment Cocktail izvedemo v naslednjih korakih [25]:  
1. Krvi dodamo antikoagulant etildiamin tetraocetno kislino (EDTA) do končne 
koncentracije 1 mM. 
2. 50 μL/mL vzorca koktejla RosetteSep za obogatitev človeških monocitov dodamo k 
krvi, premešamo in inkubiramo 20 minut na sobni temperaturi.  
3. Raztopini krvi dodamo enkraten volumen gostotnega gradientnega medija in pazimo, 
da se obe raztopini ne premešata. 
4. Epruvete zapremo in centrifugiramo 20 minut na 1200 g pri sobni temperaturi brez 
zavore. 
5. Obogatene PBMC, ki jih najdemo med plazmo in medijem, odpipetiramo v novo 
epruveto in dopolnimo s priporočenim medijem. 
6. Znova centrifugiramo 10 minut na 300 g pri sobni temperaturi. 
7. Oddekantiramo supernatant in ponovimo korak 5 in 6. 
8. Obogatene PBMC resuspendiramo v celičnem gojišču. 
5.1.3 Izolacija monocitov z imunomagnetno negativno selekcijo 
V zadnjih letih so odkrili novo metodo za izolacijo PBMC, ki bi olajšala delo v laboratoriju, 
zahtevala manj pripomočkov in znanja za izolacijo ter zmanjšala porabo časa. Metoda 
imunomagnetne negativne selekcije z EasySep (Stemcell Technologies. Kanada) temelji 
na označevanju rdečih krvnih celic in celic, ki jih ne želimo izolirati, s pomočjo 
monoklonskih protiteles in suspenzije magnetnih delcev, in nato ločevanju neželenih celic od 
monocitov z magnetom. Metodo imunomagnetne negativne selekcije izvajamo v sledečih 
korakih [26]: 
1. 0,5 do 1 mL vzorca krvi prenesemo v posebno 5 mL polistirensko epruveto z okroglim 
dnom in vorteksiramo 30 sekund. 
2. Vzorcu dodamo 50 μL suspenzije koktejla za izolacijo/mL vzorca (suspenzija 
EasySep direct human monocyte isolation cocktail), ter 50 μL suspenzije z 
magnetnimi delci/mL vzorca (suspenzija EasySep direct RapidSpheres). Premešamo 
in inkubiramo 5 minut na sobni temperaturi. 
3. Dopolnimo s priporočenim medijem in premešamo s pipeto. 
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4. Epruveto vstavimo v magnet in inkubiramo 3 minute pri sobni temperaturi (prva 
separacija). 
5. Iz epruvete v magnetu prelijemo v novo 5 mL polistirensko epruveto obogateno 
celično suspenzijo. 
6. Celični suspenziji dodamo 50 μL suspenzije z magnetnimi delci/mL vzorca 
(suspenzija EasySep direct RapidSpheres). Premešamo in inkubiramo 5 minut na 
sobni temperaturi. 
7. Celično suspenzijo v novi epruveti prestavimo v magnet in ponovimo inkubacijo v 4. 
koraku (druga separacija).  
8. Iz epruvete v magnetu celično suspenzijo prelijemo v novo 5 mL polistirensko 
epruveto ter ponovimo inkubacijo v magnetu za 3 minute pri sobni temperaturi (tretja 
separacija). 
9. Iz epruvete v magnetu obogateno in očiščeno celično suspenzijo prelijemo v novo 5 
mL polistirensko epruveto. 
5.2 Shranjevanje izolata PBMC z zamrzovanjem in ponovna odtalitev 
Najbolj uporabno in zanesljivo shranjevanje PBMC je krioprezervacija s krioprotektantnim 
sredstvom. Pri zamrzovanju PBMC najpogosteje uporabljamo krioprotektant dimetilsulfoksid 
(DMSO), ki predstavlja 10 % krioprotektantne raztopine. V splošnem na začetku pripravimo 
krioprotektantno sredstvo tako, da ga steriliziramo s filtracijo skozi filter s porami velikosti 
0,22 μm. Krioprotektantno sredstvo do uporabe hranimo na 4 ° C ali na ledu. Nato pripravimo 
1,8 mL krioviale, ki jih primerno označimo in jih hranimo na 4 ° C do uporabe. V 
nadaljevanju se pri dodajanju volumna krioprotektanta glede na začetno celično koncentracijo 
in končno celično koncentracijo v alikvotu držimo navodil proizvajalca [27]. Za izolacijo 
RNA je v nadaljevalnih eksperimentih dovolj, če izolat na hitro zamrznemo v tekočem 
dušiku, nato pa shranimo pri –80 ° C [28]. Za celice, ki jih želimo ponovno oživiti, se izolat 
shranjuje v tekočem dušiku pri manj kot –150 ° C [23]. 
Zamrznjen celični izolat pred uporabo odtalimo in odstranimo DMSO, saj je ta po 
odtaljevanju za celice toksičen [23]. Upoštevamo naslednje korake: 
1. Uporabimo celično gojišče RPMI, ki ga segrejemo v vodni kopeli na 37 ° C. 
2. Celice odtalimo na vodni kopeli na 37 ° C. 
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3. Takoj, ko se celice odtalijo, jih resuspendiramo v celičnem mediju in jih 
centrifugiramo 10 minut pri 150  g na 4 ° C brez zavore.  
4. Oddekantiramo supernatant, celice resuspendiramo v celičnem gojišču RPMI in 
ponovimo 3. korak. 
5. Celice znova resuspendiramo in jih preštejemo. 
5.3 Izolacija celotne RNA 
Izolacijo celotne RNA iz izoliranih PBMC izvedemo s pomočjo komercialno dostopnega seta 
reagentov in pripomočkov RNeasy Mini Kit proizvajalca Qiagen. Pred izvedbo izolacije RNA 
pripravimo [28]: 
- pufer RLT, ki mu dodamo 10 μL β-merkaptoetanola za 1 mL pufra RLT.  
- Pufer RPE, ki ga ob prvi uporabi razredčimo tako, da dodamo štirikratni volumen 
etanola (96 – 100 %) 
- DNaza I raztopino, ki jo ob prvi uporabi raztopimo z 550 μL vodo brez RNaz. 
Sledimo naslednjim korakom: 
1. Odtaljenim izoliranim celicam dodamo pufer RLT z β-merkaptoetanolom. Če so 
celice v usedlini, usedlino rahlo pretresemo. Volumen pufra RLT prilagodimo številu 
celic v usedlini. Premešamo s pipetiranjem ali vorteksiranjem. 
2. Celični lizat homogeniziramo in ga s pipeto prenesemo v filtrirni vstavek 
QIAshredder, ki je v 2-mililitrski epruvetki. Centrifugiramo 2 minuti pri maksimalni 
hitrosti. 
3. Dodamo enkraten volumen 70 % etanola v homogeniziran lizat in dobro premešamo s 
pipetiranjem. 
4. V filtrirni vstavek RNeasy Mini, ki je v 2-mililitrski epruvetki,  prenesemo do 700 μL 
vzorca. Pokrovček nežno zapremo in centrifugiramo 15 sekund pri vsaj 8000 g. Kar 
ostane v 2-mililitrski epruvetki, zavržemo, 2-mililitrsko epruvetko pa uporabimo v 6. 
koraku. 
5. V filtrirni vstavek RNeasy Mini dodamo 350 μL pufra RW1 in nežno premešamo.  
Centrifugiramo 15 sekund pri vsaj 8000 g. Kar ostane v 2-mililitrski epruvetki, 
zavržemo, 2-mililitrsko epruvetko pa uporabimo v 8. koraku. 
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6. K 70 μL pufra RDD dodamo 10 μL DNaza I raztopine. Nežno premešamo in kratko 
centrifugiramo. 
7. Mešanico DNaze in pufra RDD dodamo na membrano filtrirnega vstavka RNeasy 
Mini in pustimo stati na sobni temperaturi 15 minut. 
8. V filtrirni vstavek RNeasy Mini dodamo 350 μL pufra RW1. Pokrovček nežno 
zapremo in centrifugiramo 15 sekund pri vsaj 8000 g. Kar ostane v 2-mililitrski 
epruvetki, zavržemo, 2-mililitrsko epruvetko pa uporabimo v 9. koraku. 
9. V filtrirni vstavek RNeasy Mini dodamo 500 μL pufra RPE. Pokrovček zapremo in 
centrifugiramo 15 sekund pri vsaj 8000 g. Kar ostane v 2-mililitrski epruvetki, 
zavržemo.  
10. Ponovimo 9. korak. 
11. Filtrirni vstavek RNeasy Mini damo v novo 2-mililitrsko epruvetko in centrifugiramo 
še dodatno 1 minuto pri maksimalni hitrosti, da ostranimo možne ostanke pufra RPE. 
12. Filtrirni vstavek RNeasy Mini damo v novo 2-mililitrsko epruvetko, dodamo 30 – 50 
μL vode brez RNaz na membrano. Pokrovček nežno zapremo in centrifugiramo 1 
minuto pri vsaj 8000 g, da eluiramo RNA. 
5.4 Reverzna transkripcija in kvantitativna verižna reakcija s polimerazo 
(RT-PCR) za merjenje ravni izražanja CHRNA7 
Za analizo izražanja gena CHRNA7 in določanje količine nastale mRNA za α7 podenoto 
nikotinskega acetilholinskega receptorja v kliničnih raziskavah uporabljamo kombinacijo 
reverzne transkripcije RNA v komplementarno DNA (cDNA), pri čemer se uporablja 
reverzno transkriptazo, ter eksponentno pomnoževanje CHRNA7 na cDNA z uporabo qPCR. 
Za določanje izražanja gena CHRNA7 uporabimo dvostopenjsko RT-PCR, pri čemer se 
reakciji reverzne transkripcije in pomnoževanja odseka cDNA opravljata ločeno v različnih 
mikrocentrifugirkah v dveh zaporednih korakih. 
5.4.1 Reverzna transkripcija RNA 
V prvi stopnji izvedemo reakcijo reverzne transkripcije izolirane RNA v cDNA z reverzno 
transkriptazo. V splošnem najprej pripravimo matrico RNA, začetne oligonukleotide, 
mešanico dNTP ter vodo brez nukleaz v mikrocentrifugirko za PCR. Nato dodamo inhibitor 
RNaz, da se izolirana RNA ne razgradi, ter reverzno transkriptazo. Izvedemo en cikel PCR, 
pri čemer si zaporedno sledijo prileganje začetnih oligonukleotidov, podaljševanje z reverzno 
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transkriptazo in inaktivacija reverzne transkriptaze [29]. Za reakcijo reverzne transkripcije 
RNA uporabimo komplet reagentov proizvajalca ThermoFisher Scientific in se držimo 
naslednjih korakov [30]: 
1. Za eno reakcijo reverzne transkripcije pripravimo 10 μL dvakratne transkripcijske 
mešanice z inhibitorjem RNaz, ki jo premešamo in hranimo na ledu: 
a. 2 μL pufra RT 
b. 0,8 μL mešanice dNTP 
c. 2 μL naključnih začetnih oligonukleotidov 
d. 1 μL encima reverzne transkriptaze 
e. 1 μL inhibitorja RNaz 
f. 3,2 μL vode brez nukleaz 
2. V vse mikrocentrifugirke ali ploščo s 96 jamicami za reakcije odpipetiramo 10 μL 
pripravljene dvakratne transkripcijske mešanice, in 10 μL vzorca RNA. Premešamo s 
pipetiranjem in zapremo. 
3. Kratko centrifugiramo, da se izognemo nastanku zračnih mehurčkov. 
4. Mikrocentrifugirke ali ploščo hranimo na ledu. 
5. Pripravimo program za optimalno izvedbo reverzne transkripcije v štirih korakih: 
a. Korak 1: 10 minut pri 25 ° C 
b. Korak 2: 120 minut pri 37 ° C 
c. Korak 3: 5 minut pri 85 ° C 
d. Korak 4: neomejeno pri 4 ° C 
5.4.2 Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo  
V drugi stopnji izvedemo reakcijo pomnoževanja gena CHRNA7 s qPCR, pri čemer 
uporabimo smerne in protismerne začetne oligonukleotide za CHRNA7 ter kontrolne smerne 
in protismerne začetne oligonukleotide za endogene kontrolne gene (B2M in UBC), ki se 
izražajo konstantno in se uporabljajo za normalizacijo izražanja gena CHRNA7 [15]. 
Uporabimo naslednje začetne oligonukleotide: 
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 CHRNA7: smerni 5´-GCTGCAAATGTCTTGG-ACAGAT, protismerni 5´-
AACAGTCTTCACCCCTGGATAT [15]; 
V začetku najprej pripravimo mešanico, ki vsebuje primeren pufer, mešanico dNTP, MgCl2, 
termostabilno Taq-polimerazo ter vodo brez nukleaz. Dodamo začetne oligonukleotide ter 
začnemo izvajati PCR. Najprej vzorce inkubiramo 2 minuti pri 50 ° C, nato pa aktiviramo 
polimerazo tako, da vzorce inkubiramo pri 95 ° C 10 minut. Nato izvedemo 40 ciklov, v 
katerih se zaporedno ponavljajo naslednji koraki [31]: 
- denaturacija DNA pri 95 ° C za 15 sekund, 
- prileganje začetnih oligonukleotidov na enoverižno DNA pri 60 ° C za 60 sekund in 
- podaljševanje hčerinske verige DNA pri 60 ° C za 60 sekund. 
Za detekcijo produktov PCR v realnem času uporabimo začetne oligonukleotide TaqMan, ki 
imajo na 5`-koncu začetnega oligonukleotida pripet fluorofor ali reportersko barvilo, na 3`-
koncu pa molekulo dušilca. Ko sta fluorofor in dušilec blizu, ne zaznamo fluorescence. Zaradi 
eksonukleazne aktivnosti Taq-polimeraze se fluorofor loči od molekule dušilca in fluorescira, 
zato ga lahko zaznamo. Fluorescenca nastane po principu FRET, njena intenziteta pa je 
proporcionalna številu ciklov [29]. Za reakcijo qPCR uporabimo komplet reagentov 
proizvajalca ThermoFisher Scientific in se držimo navodil protokola [31]. 
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6 ZAKLJUČEK 
V diplomski nalogi smo predstavili glavna eksperimentalna odkritja, ki pojasnjujejo princip 
holinergičnega protivnetnega odziva, ter na nekaj bolezenskih stanjih pokazali, kako so ti 
mehanizmi vpleteni v patofiziologijo določenih bolezni. Študije na trajnih celičnih linijah in 
živalskih modelih ter raziskovanje različnih signalnih poti tega odziva na človeških celicah 
izoliranih iz periferne krvi so ključne za podrobnejše razumevanje holinergičnega 
protivnetnega odziva kot tudi za nekatere potencialne terapevtske aplikacije, ki poskušajo 
izkoristiti protivnetni holinergični učinek. 
V nadaljevanju smo po pregledu že uporabljenih metodoloških pristopov različnih 
raziskovalnih skupin predlagali osnovni potek dela za vzpostavitev rutinskega merjenja 
izražanja mRNA α7 nikotinskih receptorjev, ki zajema izolacijo PBMC iz človeške krvi, 
izolacijo RNA in dvostopenjski RT-PCR. V nadaljevanju bi bilo smiselno, da protokole 
izvedemo in jih poskušamo optimizirati, da analiziramo rezultate pridobljene po qPCR in 
ugotovimo, kakšne so razlike v izražanju gena za α7 nikotinski receptor pri zdravih ljudeh in 
bolnikih z različnimi oblikami in jakostjo vnetja.   
To znanje bo omogočilo preizkusiti različne načine zbiranja, shranjevanja ter priprave 
izolatov specifičnih človeških PBMC, iz katerih bi lahko razvili celične kulture za in vitro 
poskuse ali pa bi iz izolirane RNA specifičnih vnetnih celic določali tudi druge receptorje 
(nikotinske ali adrenergične) ali encime (npr. encimi udeleženi v presnovo acetilholina), ki so 
pomemben del holinergičnega protivnetnega odziva.   
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